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As amilases são enzimas com amplas aplicações industriais, as quais podem ser 
produzidas por basidiomicetos saprófitos, não patogênicos, atraindo grande 
interesse comercial, devido à facilidade de cultivo e produção enzimática 
extracelular. A seleção de cepas de basidiomicetos com maior potencial na 
produção de enzimas amilolíticas (α-amilase e glucoamilase) por cultivo 
submerso foi realizada utilizando 12 cepas. A cepa que apresentou maior 
potencial de produção de amilases foi Coprinus comatus (2,31 U·mL-1 em 48 
horas de cultivo). Esta pesquisa é uma das poucas que avalia o potencial de 
basidiomicetos para a produção de amilases em cultivo submerso e a primeira 
reportada na literatura que avalia quantitativamente C. comatus. Em seguida, 
realizou-se um delineamento do tipo Plackett-Burman 11/12 para a seleção de 
variáveis significativas. Três fatores apresentaram efeito significativo (p<0,05) 
para α-amilase e glucoamilase: amido, ureia e Fe2(SO4)3. O incremento da 
produção utilizando o Delineamento Composto Central Rotacional foi de 180% 
para α-amilase e 1184% para glucoamilase, ao qual resultou na obtenção de 
dois modelos representados pelas superfícies de resposta para ambas enzimas. 
Na cinética final foi obtida atividade máxima em 48 horas para α-amilase (5,84 
U·mL-1; 213 U·mg-1) e em 44 horas para glucoamilase (8,87 U·mL-1; 147,93 
U·mg-1). C. comatus apresentou produtividade para α-amilase de 0,12 U·mL-1·h-
1, em 48 horas de cultivo com fator de conversão de substrato em biomassa 
(YAX/S) de 0,02 g de biomassa (gdb). g-1 de substrato (gds), de substrato em 
enzima (YAP/S) de 508,34 U·gds-1 e de biomassa em enzima (YAP/X) de 25532,55 
U·g-1. No meio para produção de glucoamilase esta cepa apresentou YGX/S foi 
de 0,02 gdb·gds-1, YGP/S de 766,20 U·gds-1 e YGP/X de 37744,54 U·g-1, com 
produtividade de 0,20 U·mL-1.h-1 no pico de atividade. As enzimas foram 
caracterizadas quanto ao pH, temperatura de reação e íons metálicos. O pH e 
temperatura ótimos para α-amilase foram de 6,5 e 50ºC. Para a glucoamilase 
foram encontrados pH e temperatura ótimos igual a 6,0 e 50ºC. A presença do 
íon Mg2+ aumentou significativamente a produção de α-amilase (43,16%). Por 
sua vez, glucoamilase teve um aumento de 168,46% na presença de íon Mn2+ e 
157% na presença de Ca2+. A otimização da atividade enzimática de C. comatus 
aumentou a atividade de α-amilase em 153% em relação a atividade obtida na 
seleção e para glucoamilase houve um aumento de 2234%.  
 









Amylases are enzymes with broad industrial applications, which can be produced 
by non-pathogenic saprophytic basidiomycetes, attracting great commercial 
interest due to the ease of cultivation and extracellular enzymatic production. The 
selection of basidiomycete strains with greater potential for the production of 
amylolytic enzymes (α-amylase and glucoamylase) via submerged culture was 
carried out using 12 strains. The strain with the highest potential to produce 
amylases was Coprinus comatus (2,31 U·mL-1 in 48 hours of culture). This 
research is one of the few that evaluates the potential of basidiomycetes for the 
production of amylases in submerged culture and the first one reported in the 
literature that quantitatively evaluates C. comatus. Next, a Plackett-Burman 
Screening Design 11/12 was carried out to select the significant variables. Three 
factors presented significant effect (p<0,05) for α-amylase and glucoamylase: 
starch, urea and Fe2(SO4)3. The increase in production using Rotational Central 
Composite Design, 180% for α-amylase and 1184% for glucoamylase, resulted 
in two models represented by the surface of response for both enzymes. In the 
final kinetics, the maximum activity was obtained after 48 hours for α-amylase 
(5,84 U·mL-1; 213 U·mg-1) and in 44 hours for glucoamylase (8,87 U·mL-1; 147,93 
U·mg-1). The C. comatus showed a 48 hour productivity for a-amylase of 0,12 
U·mL-1·h-1, with a substrate conversion factor in biomass (YAX/S) of 0,02 g of 
biomass (gdb).g-1 of substrate (gds), enzyme substrate (YAP/S) of 508,34 U·gds-
1 and biomass in enzyme (YAP/X) of 25532,55 U·g-1. In the medium for the 
production of glucoamylase is available in YGX/S was 0,02 gdb·gds-1, 766,20 
U·gds-1 YGP/S and 37744,54 U·g-1 YGP/X, yielding 0,20 U·mL-1·h-1 at peak activity. 
The enzymes were characterized for pH, reaction temperature and metallic ions. 
Optimal pH and temperature for α-amylase were 6,5 and 50ºC, while for 
glucoamylase they were 6,0 and 50ºC. The presence of Mg+2 ion increased 
significantly the α-amylase production (43,16%). Glucoamylase, in turn, had an 
increase of 168,46% in the presence of Mn+2 ion and 157% in the presence of 
Ca+2. The optimization of the C. comatus enzymatic activity increased the α-
amylase activity in 153% in relation to the activity obtained in the selection, while 
the increase in glucoamylase was 2234%. 
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As enzimas amilolíticas são utilizadas na produção de xaropes, 
edulcorantes, liquefação e sacarificação de amido, maturação e aromatização 
de queijo, farinha, cereais infantis, em cervejarias, no tratamento da pasta de 
cacau para produção de xarope de chocolate, entre outras aplicações (GOUD et 
al., 2009; SUNDARRAM, MURTHY, 2014; ELMARZUGI et al., 2014; ABD-
ELHALEM et al, 2015; ZHANG et al., 2016; SHUKLA, SINGH, 2016; SINDHU et 
al, 2017). 
As amilases representam a maior parte do mercado de enzimas, 
correspondendo de 25 a 30% deste (ELMARZUGI et al., 2014). Atualmente, não 
há amilases industriais de macromicetos disponíveis no mercado. Poucas 
pesquisas científicas avaliaram o potencial destes quanto à produção de 
amilases, principalmente em cultivo submerso. Algumas espécies de 
macromicetos apresentam características saprófitas e ausência de toxicidade 
(PRAKASAM et al, 2011), sendo consideradas sistemas com potencial para a 
produção de enzimas, embora ainda pouco explorados (SPIER et al., 2015). 
Diante dessas características, os macromicetos tornam-se fontes promissoras 
para a produção de amilases. 
A otimização apropriada do meio de cultivo é extremamente importante 
para garantir produtividade e economia de custos. Os delineamentos 
experimentais são frequentemente usados para otimizar processos para a 
produção de amilases de várias espécies microbianas (RAMESH; MURTY, 
2014; IMEN; MAHMOUD, 2015; DUTTA; DEB; MAJUTAR, 2016). O método 
Plackett-Burman (PB) é um delineamento estatístico de dois níveis usado para 
selecionar variáveis que apresentem efeito significativo sobre a resposta 
desejada (PLACKETT; BURMAN, 1946; IMEN & MAHMOUD, 2015; SPIER et 
al., 2010). Os níveis ótimos dos fatores significativos selecionados por PB podem 
ser determinados por um delineamento fatorial. A aplicação de delineamento 
composto central rotacional (DCCR) para gerar a superfície de resposta pode 
ser uma ferramenta útil para incrementar a produção de enzimas. 
O objetivo deste estudo foi selecionar uma cepa de macromiceto que 
apresentou maior produção de amilases e otimizar a composição do meio 
sintético em cultivo submerso, visando o incrementando da produção destas 
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enzimas por delineamentos estatísticos. Além disso, as amilases produzidas 
foram caracterizadas parcialmente.  
2. OBJETIVOS 
2.1. Objetivo geral  
O presente projeto de pesquisa apresentou como objetivo geral a 
otimização de algumas variáveis que afetaram a produção de enzimas 
amilolíticas por cultivo submerso (CSm) utilizando uma cepa de macromiceto 
comestível ainda não explorada cientificamente e comercialmente.  
2.2. Objetivos específicos  
 Selecionar uma cepa de macromiceto com maior capacidade de produção 
de enzimas amilolíticas em cultivo submerso (CSm) usando meio de 
cultivo contendo amido solúvel; 
 Identificar, selecionar e avaliar variáveis químicas que possam afetar a 
produção de amilases pela cepa selecionada;  
 Maximizar a produção das enzimas amilolíticas, por meio de 
delineamentos experimentais; 
 Realizar cinética do cultivo submerso nas condições ideais para 
determinar o tempo de cultivo com máxima produção das enzimas bem 
como os parâmetros cinéticos do bioprocesso; 
 Oferecer ao mercado uma alternativa tecnológica para a obtenção de 








3. REVISÃO DA LITERATURA 
3.1. Enzimas 
As primeiras transformações enzimáticas registradas datam de 
aproximadamente 6.000 a.C. na China, Suméria e Egito, muito antes da 
concepção do termo enzima. As enzimas atuavam no processo de fabricação de 
alimentos como queijo, pão, cerveja, vinho e vinagre. No entanto, apenas por 
volta de 1.800 d.C. iniciaram-se os estudos relacionados com as enzimas por 
diversos pesquisadores como Kühne, Pasteur, Lieig e Buchner (SCHÄFER, 
2007). Relatos sobre uma das primeiras patentes datam de 1913, concedida 
para Otto Röhm, que utilizava a protease em detergentes de roupa (AEHLE, 
2007; TALENS-PERALES et al., 2016).  
No final do século XIX a teoria “Chave-Fechadura” proposta por Fischer, 
que leva em consideração a seletividade característica das enzimas foi 
postulada. É explanado na teoria que o substrato se encaixa no sítio ativo 
específico para si na enzima, formando o complexo chave-fechadura. 
Posteriormente a essa teoria, Michaelis e Menten postularam sobre a formação 
de complexos formados entre substratos e enzimas (complexo substrato-
enzima), para na sequência formar um produto específico. Após a reação, ocorre 
a liberação da enzima para o meio e isto possibilita a utilização desta em um 
novo ciclo catalítico. Esse tipo de modelo cinético tem sido aperfeiçoado ao longo 
dos anos (GRÖGER, ASANO, 2012). 
As enzimas são catalisadores biológicos sustentáveis da natureza. São 
proteínas capazes de atuar sobre diversos tipos de compostos dependendo da 
sua especificidade. Atuando sobre substrato(s) específicos transformando-os em 
outro(s) composto(s) distinto(s), os produto(s). Isto ocorre com uma alta taxa de 
reação, pois reduzem a energia de ativação requerida para a reação (VITOLO, 
2009). Essa função única das enzimas se deve as suas complexas estruturas 
tridimensionais e ao sitío ativo integrado nesta estrutura (GRÖGER; ASANO, 
2012). 
As enzimas são biodegradáveis, derivadas de fontes renováveis, com 
menor impacto ambiental, pois geram baixa quantidade de resíduos, levando ao 
aumento na busca por novas e mais eficientes fontes enzimáticas (DICOSIMO, 
2013; SHELDON; PELT, 2013). 
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As enzimas podem ser provenientes de fonte animal, vegetal ou 
microbiana. Dentre as enzimas microbianas, destacam-se as fúngicas, pois os 
fungos possuem uma grande capacidade de degradar uma variedade de fontes 
orgânicas (RYTIOJA et al., 2014). Diversas pesquisas ao longo dos anos têm 
sido realizadas para explorar novos fungos produtores, como Souza et al. (2008) 
que estudaram a produção de enzimas com interesse biotecnológico produzidos 
por basidiomicetos da Amazônia. Wisniewski et al. (2010) pesquisaram a 
produção de amilases em resíduos de cerveja. Zancan et al. (2015) analisaram 
a produção enzimática por basidiomicetos cultivados em resíduos 
lignocelulósicos, entre diversas outras pesquisas. 
Diante dos avanços nas áreas de biotecnologia e engenharia bioquímica, 
é possível produzir enzimas com maior aplicabilidade quando comparadas aos 
catalisadores químicos. Isso está ligado diretamente à possibilidade de 
manipulação genética para conferir propriedades desejadas (pH ótimo, substrato 
específico, seletividade e atividade) e tornar possível a aplicação industrial com 
um preço mais acessível (SHELDON; PELT, 2013; SUNDARRAM; MURTHY, 
2014).  
 Atualmente o mercado mundial de enzimas movimenta mais de 4 
bilhões de dólares e o Brasil é responsável por aproximadamente 6% desse 
montante. Apesar do Brasil representar uma parcela pequena, é um mercado 
que vem crescendo ao longo dos anos (STAHLKE et al., 2015), tornando a 
pesquisa e a investigação de novas fontes enzimáticas comercialmente viáveis 
um campo em expansão. 
3.2. Amilases 
 As amilases hidrolisam a molécula de amido em diferentes produtos, que 
incluem principalmente dextrinas, maltose, maltotriose e glicose (WHITEHURTS; 
OORT, 2010). São classificadas de acordo com a hidrólise realizada nas ligações 
glicosídicas. Uma das características mais importantes nesse tipo de conversão 
é a possibilidade de transformar o amido em diferentes biomoléculas com 
importância industrial, tais como: etanol, sorbitol, ácido glutâmico, ácido lático, 
ácido cítrico e lisina (KUMAR et al., 2012; TIWARI et al., 2015).  
As amilases destacam-se no mercado mundial de enzimas com uma 
representatividade entre 25 e 30% (ELMARZUGI et al., 2014).  Podem ser 
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divididas em duas categorias: exoamilases e endoamilases. As exoamilases 
hidrolisam as extremidades não redutoras nas frações do amido de forma 
sucessiva acarretando a formação de produtos finais de cadeias curtas. As 
endoamilases por sua vez catalisam a hidrólise dos grânulos de amido de forma 
aleatória formando oligossacarídeos lineares ou ramificados com variados 
comprimentos de cadeia. As diversas amilases e sua ação na molécula de amido 
são abordadas na Figura 1 (GUPTA et al., 2003).  
FIGURA 01 - DIFERENTES HIDRÓLISES REALIZADAS PELAS AMILASES NA MOLÉCULA 
DE AMIDO. 
 
FONTE: ADAPTADO DE MAAREL et al. (2002). 
As enzimas amilolíticas são utilizadas nas indústrias de pães, xaropes, 
farinhas, cervejarias, entre outras (SINDHU et al, 2017; TIWARI et al., 2016; 
ZHANG et al., 2016; GOUD et al., 2009).  
As enzimas de origem fúngica apresentam maior destaque por 
abrangerem uma grande diversidade de espécies que possuem facilidade de 
manipulação genética, de crescimento em diversos substratos, requerem menor 
espaço para a sua produção e tempo reduzido para síntese de enzimas 
(SUNDARRAM, MURTHY, 2014). A produção de amilases foi observada por 
diversos fungos como o Crinipellis perniciosa por Bastos (2005), Macrocybe 
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titans por Wisniewski et al. (2010), Aspergillus niger por Bagheri et al. (2014) e 
Spier (2005), Penicillium chrysogenum por Balkan e Ertan (2007), entre outros. 
Os macromicetos que são um subfilo do reino fungi, vêm sendo estudados 
quanto ao seu potencial enzimático, apesar dos poucos e limitados estudos, 
como pode ser verificado na Tabela 1.  
3.2.1. α-amilase 
 A α-amilase (E.C.3.2.1.1) é uma endoenzima capaz de hidrolisar de forma 
aleatória as ligações glicosídicas α-1,4 das moléculas de amido. Essa 
característica possibilita a diminuição rápida da massa molecular média dos 
grânulos de amido e a formação de malto-oligossacarídeos de cadeia curta, 2 a 
12 unidades de glicose, α-dextrinas-limite ramificadas liberando também 
algumas moléculas de glicose (BALKAN; ERTAN, 2007; TIWARI et al., 2015).  
 O sítio ativo das α-amilases é formado por pelo menos 5 sub-sítios com 
necessidade de que o substrato possua pelo menos 3 unidades de glicose para 
poder agir (CELESTINO et al., 2014). 
3.2.2. Glucoamilase 
 A glucoamilase ou amiloglucosidase (E.C. 3.2.1.3) é uma exoenzima que 
degrada os fragmentos lineares das moléculas de amido a partir das 
extremidades não redutoras liberando unidades de glicose. Esta enzima hidrolisa 
de forma lenta as ligações α-1,6 da amilopectina. O pH ótimo é faixa de 3,5 a 6,0 
e a temperatura ideal entre 40 a 70ºC, dependendo da fonte (DAMODORAN et 
al, 2010; TIWARI et al., 2016).  
3.3. Fontes de amilases 
As amilases podem ser de origem animal, vegetal ou microbiana, mas 
diversas pesquisas ao longo dos anos têm evidenciado o potencial de produção 
dessas enzimas pelas fontes microbianas, como os fungos (SYED et al., 2016; 
SUNDARRAM, MURTHY, 2014; CELESTINO et al., 2014). 
Pesquisadores como Uddin et al. (2013), Du et al. (2013), Tatsumi et al. 
(2016); e Jonathan e Adeyo (2011) realizaram estudos sobre a utilização de 
cogumelos como fontes de amilases. Na Tabela 1 estão relatadas pesquisas 





































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































3.4.  Macromicetos 
Os macromicetos ou basidiomicetos (cogumelos) são fungos que 
degradam matéria orgânica como fonte de energia. Os fungos são eucarióticos, 
heterotróficos, pluricelulares (fungos filamentosos) que apresentam a formação 
de filamentos denominados hifas, que por sua vez constituem o micélio. O 
micélio forma estruturas que dão origem aos esporos, que propagam a espécie, 
na fase reprodutiva tanto assexuada como sexuada. Os basidiosporos só 
aparecem quando há presença do corpo de frutificação ou basidioma (FIGURA 
2) (HANSON, 2008; FORZZA, 2010). 
FIGURA 2 – ESTRUTURA DE UM MACROMICETO. 
 
FONTE: PROSIEX LTDA (2012). 
A classificação mais recente dos fungos levou em consideração o 
genoma total. Os filos considerados na nova classificação do Reino Fungi são: 
o Monokaryotic composto por Chytridiomycota, Chytridiomycota e Zygomycota; 
o Basidiomycota formado por Pucciniomycotha, Ustilaginomycotina, Wallemia e 
Agaricomycotina; a Ascomycota composta por Taphirinomycotina, 
Saccharomycotina, Pezizomycotina; e a Protozoa formado por 
Neocallimastigomycota e Microporídia (CHOI; KIM, 2017). Os macromicetos 
estudados no presente trabalho estão classificados no filo Basidiomycota. 
Os macromicetos possuem micélios septados, formando esporos 
(basidiósporos) na reprodução sexuada. Os basídios por sua vez formam 
estruturas especializadas denominadas basídiosporos. Os basídios são 
encontrados nos basidiomas (ou corpos de frutificação), podem alcançar 
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tamanhos diversos e são responsáveis pela produção de basidiosporos 
(FORZZA, 2010).  
A produção de macromicetos comestíveis vem se expandindo de forma 
significativa no Brasil em consequência do seu alto valor nutricional como fonte 
proteica e de carboidratos. Estes possuem uma pequena porcentagem lipídica, 
além da grande maioria possuir propriedades medicinais, como efeito 
antioxidante, imunomodulatório e protetor (MINOTTO et al., 2014). No mundo 
todo estima-se que existam por volta de 1.800 espécies. (SPIER et al., 2015). 
Os cogumelos são uma alternativa viável para suprir as necessidades 
nutricionais das populações (ROMERO-ARENAS et al., 2015). 
Resíduos como palha de milho, polpa de café, talos de algodão, cascas 
de arroz, serragem de madeira, entre outros subprodutos da agroindústria 
podem ser usados como substrato para o cultivo de cogumelos comestíveis. Isto 
não apenas aumenta o interesse neste tipo de produção como também acarreta 
um grande benefício ambiental (ABDULLAN; IQBAL-ZAFAR, 1999; 
PHILIPPOUSSIS; DIAMANTOPOULOU, 2011). Os resíduos agroindustriais 
também podem ser utilizados para produção enzimática pelos macromicetos 
(TONINI et al., 2007). Dentre as enzimas produzidas encontram-se as amilases, 
as quais até o momento foram pouco exploradas. 
3.4.1.  Coprinus comatus 
O Coprinus comatus é um macromiceto comestível (FALANDYSZ, 2016) 
que vem sendo estudado quanto ao seu poder de redução nos níveis de glicemia 
(ZHOU et al., 2015; YU et al., 2008; HAN et al., 2006; HAN et al., 2006; BAILEY 
et al., 1984), seu poder antitumoral(ROUHANA-TOUBI et al., 2015; ZAIDMAN et 
al. 2008), de recuperar o fígado de danos alcóolicos (OZALP et al., 2014; YU et 
al., 2009), de produção de antioxidantes (TEŠANOVIĆ et al., 2017; YU et al., 
2009) e de descontaminação de solos poluídos (TANG et al., 2018), entre muitos 
outros estudos e aplicações. 
Apesar dos inúmeros estudos realizados sobre o Coprinus comatus 
(Figura 3), atualmente apenas a pesquisa realizada por Krupodorova et al. (2014) 
avaliou o potencial desta cepa (de forma qualitativa) para a produção de 
amilases de forma industrial. Isto demonstra o potencial que este macromiceto 
possui para ser explorado como uma nova fonte enzimática, não só por sua 
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capacidade de produzir amilases, mas por produzir biomoléculas importantes 
para a saúde, ser comestível, não produzir toxinas e poder ser aplicado em 
diferentes áreas.  
FIGURA 3 – COPRINUS COMATUS COM A FORMAÇÃO DO CORPO DE FRUTIFICAÇÃO. 
 
FONTE: MICHAEL KUO, 2014. 
3.5. Substratos para a produção de amilases 
O amido é um homopolissacarídeo composto de amilopectina e amilose 
encontrado em maior proporção em tubérculos e grãos. As proporções em que 
amilose e amilopectina estão presentes na composição do amido variam 
consideravelmente em relação a espécie, idade, tempo de maturação e forma 
de cultivo do vegetal. Estes fatores conferem características diferenciadas no 
amido, alterando suas funcionalidades e propriedades físico-químicas 
(TEIXEIRA et al., 2014; SINGH et al., 2003). 
A amilose e amilopectina são polímeros unicamente formados por D-
glicose ligados por ligações (α-1,4). A amilopectina (Figura 4), também possui 
ramificações unidas entre si por uma ligação (α-1,6). Possui uma massa 
molecular entre 107 Da (DP~60.000) a 5 x 108 Da (DP~3.000.000). Este 
polissacarídeo está presente de 70 a 85% nos grânulos de amido, possuindo 
uma extremidade redutora e uma não redutora. A amilose (Figura 5) é um 
polissacarídeo formado de cadeias helicoidais lineares de resíduos de glicose 
unidos por ligações glicosídicas α-1,4. Este polissacarídeo está presente em 
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proporções de 15 a 30% no amido. A amilose apresenta a cada 180 a 320 
moléculas de glicose, ou seja, aproximadamente 0,5% das ligações, um ponto 
de ramificação que torna está menos suscetível a certos tipos de enzimas 
(LEHNINGER, 2002; CONN e STUMPF, 1980; CEREDA et al., 2002; 
ELIASSON, 2004; DAMODARAN et al, 2010). 
FIGURA 4– ESTRUTURA MOLECULAR E ESQUEMÁTICA DA AMILOPECTINA. 
 
Fonte: ADAPTADO DE RIBEIRO E SERAVALLI (2007). 
FIGURA 5 – ESTRUTURA MOLECULAR E ESQUEMÁTICA DA AMILOSE. 
 
FONTE: ADAPTADO DE RIBEIRO E SERAVALLI (2007). 
3.6. Processos de produção de amilases  
 Na produção enzimática de micro e macro organismos existem 
principalmente três tipos de processos. O cultivo sólido (CS) conhecido como 
fermentação no estado sólido (FES), cultivo semi-sólido (CSS) e o cultivo 
submerso (CSm) conhecida como fermentação submersa (SUNDARRAM, 
MURTHY, 2014). Quando se trata do uso de macromicetos (cogumelos) 
substitui-se o termo fermentação por cultivo. 
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 O cultivo sólido (CS) é definido como aquele com inexpressiva presença 
de água livre (PANDEY, 2003; KRISHNA, 2005). A água livre define-se como a 
aquela que está restrita nas membranas e que não apresenta fluxo 
(PASTERNAK et al., 2009). 
 O cultivo submerso (CSm) utiliza substratos líquidos como meio nutritivo.  
O CSm possibilita com maior facilidade, se comparado ao CS, o controle da 
temperatura, pH, aeração além dos outros parâmetros do processo 
(SUNDARRAM, MURTHY, 2014). Segundo Tešanović et al. (2017), este tipo de 
cultivo é promissor para a produção de compostos antioxidantes em comparação 
a outros. 
3.6.1. Parâmetros de cultivo 
Fatores como nutrientes (macronutrientes e micronutrientes), 
temperatura, pH e agitação são fatores que podem influenciar a taxa de 
crescimento dos macromicetos, o rendimento em biomassa e a produção de 
metabólitos (SALES-CAMPOS et al., 2011). É imprescindível a otimização  dos 
parâmetros de forma prévia e a manutenção durante o período de cultivo (SINGH 
et al., 2015). Na tabela 2 são apresentados alguns parâmetros para o cultivo de 
macromicetos. 
TABELA 2 - PARÂMETROS GERAIS PARA O CULTIVO DE MACROMICETOS 
Parâmetro Valor ótimo 
Temperatura (ºC) 28 
pH 6 
Agitação (rpm) 120 
1 Porcentagem em massa/volume 
rpm: rotações por minuto 
FONTE:  Slawinska e Kalbarczyk (2011); Siqueira et al (1997); Du et al. (2013); Jonathan e 
Adeoyo, 2011;  
3.7. Componentes nutritivos para produção de amilases 
3.7.1. Fontes de carbono 
O carbono está diretamente ligado ao crescimento e produção 
enzimática microbiana. Os macromicetos podem utilizar diversas fontes de 
amido como: grãos de cevada (KUSUDA et al., 2004), amido de milho, trigo, 
batata, batata doce, arroz (WAN et al., 2012), suco de batata (UDDIN et al., 
2013), farelo de soja (SALES-CAMPOS et al., 2011), entre outros. O amido é 
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uma fonte viável para grandes produções industriais devido ao seu baixo custo, 
segundo Kumar et al. (2012) e Sales-Campos et al. (2011).  
Alguns autores empregaram cultivo submerso para a produção de 
amilases por macromicetos utilizando amido (TATSUMI et al., 2016; 
GUITIÉRREZ-SOTO et al., 2015; KHAUND; JOSHI, 2014; UDDIN et al., 2013; 
DU et al., 2013; WAN et al., 2012; SLAWINSKA; KALBARCZYK, 2011; 
JONATHAN; ADEOYO, 2011), devido a suas vantagens frente a outros tipos de 
cultivo e extração enzimática. 
3.7.2. Fontes de nitrogênio 
 O nitrogênio pode ser proveniente de fontes orgânicas e inorgânicas. 
Fontes como cloreto de amônio apresentam baixa eficiência para estimular a 
produção enzimática, enquanto nitrato de amônio e nitrato de sódio aumentam 
o rendimento enzimático (SUNDARRAM; MURTHY, 2014). As fontes mais 
utilizadas para suplementação do meio são os sais de amônia, nitratos e ureia 
(MILES; CHANG, 1997). 
Em estudo realizado por Jonathan e Adeoyo (2011) a suplementação do 
meio com ureia proporcionou um incremento na produção amilase para 
Pleurotus tuher-regium (0.43 U mL-1), Agaricus sp. (0.37 U mL-1), Corilopsis 
occidentalis (0.30 U mL-1) e Agaricus blazei (0.30 U mL-1). Outro estudo indicou 
que a fonte de nitrogênio orgânica peptona no meio resultou no aumento de 
produção de amilase de Podoscypha bolleana. A peptona também estimulou a 
produção de biomassa micelial por Pleurotus florida em um estudo relatado por 
Gbolagade et al. (2006). 
A produção de glucoamilase pelo fungo filamentoso Scytalidium 
thermophilum aumentou de 87% a 96% com a adição de compostos como 
acetato de amônio, sulfato de amônio e o nitrato de amônio e a atividade 
específica desta enzima aumentou em cinco vezes com o acetato de amônio 
(CEREIA et al., 2000).  
3.7.3. Íons Metálicos  
 Os íons podem estar envolvidos nos processos catalíticos participando 
das reações de redox ou de transferência de elétrons além de participar do 
processo durante a reação enzimática (NAIZMI et al., 2006). Estes também estão 
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envolvidos evitando reações secundárias que possam ocorrer de forma 
indesejada, estabilizando a conformação 3D e a conformação catalítica de forma 
ativa (PALMER, 2001). Nove minerais são considerados de suma importância 
na produção enzimática, dentre eles estão os macronutrientes Mg, K, S e P e os 
micronutrientes Mn, Fe, Cu, Mo e Zn isso em concentrações variadas conforme 
o organismo (FLEGG et al., 1985). Grande parte das enzimas são denominadas 
metaloenzimas, pois exibem uma atividade enzimática maior quando na 
presença de íons metálicos (VYAS; SHARMA, 2015). A amilase é uma 
metaloenzima que necessita de pelo menos um íon Ca2+, por isso os macros e 
micronutrientes bem como Na2+, Cl e SO4 não influenciam a produção de 
amilases como a α-amilase tanto quanto o Ca2+ e Mg, mas tem um papel 
importante no crescimento do micélio (GUPTA, 2003; SARANRAJ; STELLA, 
2013). 
 Para que haja sucesso no crescimento da biomassa dos macromicetos e 
na produção de enzimas é necessário a realização de testes preliminares para 
entender sua fisiologia e suas necessidades nutricionais (SALES-CAMPOS et 
al., 2011). 
3.7.4. Temperatura 
 Para que haja melhor desempenho dos macromicetos é necessário um 
controle rigoroso de temperatura nas etapas de crescimento e produção 
enzimática. As temperaturas variam conforme a cepa, bem como a enzima tem 
características distintas levando em consideração a fonte (SUNDARRAM; 
MURTHY, 2014). A temperatura de crescimento das cepas varia de 24 ºC 
(SLAWINSKA; KALBARCZYK, 2011; KUSUDA et al., 2008) a 30 ºC (GOUD et 
al., 2009). 
A temperatura de reação enzimática varia conforme a cepa, como pode 
ser observado na Tabela 3. A cepa Agaricus blazei apresentou sua máxima 
atividade de amilase (0,60 U·mL-1) em 25 ºC e Podoscyha bolleana (0,24 U·mL-
1) em 30 ºC (JONATHAN; ADEOYO, 2011). Thicholoma matsuke apresentou 
maior atividade enzimática em 50 ºC (HUR et al., 2001) na reação enzimática. 
Outro estudo realizado com Thicholoma matsuke resultou como a temperatura 




TABELA 3 – TEMPERATURA IDEAL PARA A REAÇÃO ENZIMÁTICA DE DIFERENTES CEPAS 
DE MACROMICETOS. 





Lyophyllum shimeji 24 Glucoamilase 37 Kusuda et al., 2006; 
Agaricus sp. 28 Amilase 75 Uddin et al., 2013; 
Tricholoma 




sp., entre outras 
28 Amilase 25 - 30 Jonathan e Adeoyo, 2011; 
Pleurotus ostreatus 24 Amilase 50 Slawinska e Kalbarczyk, 2011; 
 
3.7.5. pH 
 O pH é um dos parâmetros limitantes no crescimento dos macromicetos, 
assim como indicador do início e do fim da síntese enzimática (GUPTA, 2003). 
O pH ideal é um fator importante pois reflete na estabilidade da enzima 
sintetizada, por isso, é necessário o controle deste durante o processo de 
produção e de ação da enzima, tendo em vista que enzimas são sensíveis a 
mudança de pH (SUNDARRAM, MURTY, 2014). 
 O pH ideal para produção de α-amilases por fungos é pH 7,0, enquanto 
que para a produção de glucoamilase o pH ótimo é de 5,0 (SHUKLA, SINGH, 
2016; SYED et al., 2016; BAGHERI et al., 2014). 
3.7.6. Agitação   
A agitação é imprescindível para o crescimento de organismos aeróbios 
pois influencia na taxa de oxigenação e na mistura dos nutrientes (GUPTA et al., 
2003). Segundo Siqueira et al (1997) a agitação de 120 rpm foi ideal para a 
produção de amilases por Pycnoporus sanguineus, enquanto que para Kim et al. 
(2003) para produção de biomassa de Paecilomyces sinclarii teve-se em 
melhores condições com agitação a 250 rpm com um fluxo constante de 5 vvm 
proporcionando dissolução do oxigênio acima de 30%.  
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3.8. Otimização de bioprocessos para amilases 
A otimização juntamente com a modelagem de processos são de suma 
importância, pois são ferramentas de implantação de performance de sistemas 
que maximizam o rendimento sem haver aumento nos custos (BAS; BOYACI, 
2007). O melhor planejamento experimental é escolhido levando em 
consideração o número de variáveis independentes a serem estudadas; isso é 
feito após uma seleção prévia das variáveis, seguida da otimização destas 
utilizando a superfície de resposta (RODRIGUES; LEMMA, 2014; COCKSHOTT; 
SULLIVAN, 2001).  
 A superfície de resposta  possibilita avaliar os efeitos de uma série de 
variáveis sobre uma determinada resposta ao mesmo tempo, além da 
observação de possíveis interações (efeito sinergético ou antagônico) entre as 
mesmas (COLLA, 2008). Com esta ferramenta é possível avaliar um fator por 
vez, mantendo-se as outras variáveis fixas ou variando-se todos os fatores 
conjuntamente (RODRIGUES; LEMMA, 2014). 
A presença de duas ou três variáveis independentes (fatores) torna 
necessário aplicar o delineamento fatorial completo e posteriormente o 
delineamento composto central rotacional (DCCR), também chamado de 
metodologia de superfície de resposta. Para quatro ou mais variáveis, 
empregam-se planejamentos fracionários ou planejamentos tipo Plackett-
Burman (PB) com o objetivo de avaliar o efeito das variáveis estudadas sobre as 
respostas (COLLA, 2008). 
3.9. Patentes relacionadas a produção de amilases por macromicetos 
Em consulta à base de patentes Espacenet Patent Search, que possui em 
seu acervo documentos de mais de 90 países, incluindo o Brasil, inserindo o 
termo “basidiomycetes” foram gerados 965 resultados. Ao se filtrar a pesquisa 
com os termos “basidiomycetes; enzymes” os resultados foram reduzidos a 33, 
porém apenas uma patente foi encontrada nas 2 bases de pesquisa de patentes 
Espacenet e INPI (Instituto Nacional de Propriedade Industrial, Brasil) de 
amilases produzidas por macromicetos. A pesquisa realizada no Google Patents 
resultou em cinco patentes (Tabela 4), duas das quais também encontradas na 
Espacenet e INPI, que se assemelham com a enzima estudada por 
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macromicetos, porém o método de obtenção dessas enzimas sofre mudanças 
nas duas primeiras patentes pelo meio de cultivo e falta de explicação em relação 
a quantificação da atividade enzimática. A terceira patente difere por usar 
extração forçada com solvente. A quarta refere-se a enzimas para a produção 
de xarope. A quinta patente é sobre a produção de amilases por um 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































As patentes existentes são poucas e não englobam todas as vertentes 
possíveis quanto a produção e fontes de macromicetos, o que possibilita uma 
vasta gama de campos a serem explorados. A falta de patentes e a capacidade 
mostrada pelas poucas pesquisas realizadas sobre o potencial dos 
macromicetos em produzir amilases mostra que este é um campo promissor a 
ser explorado. 
A grande maioria das empresas produtoras de enzimas atualmente utiliza 
como fontes bactérias ou fungos para a produção de amilases conforme pode 
ser verificado na tabela 5.  







produtor Fabricante País 
Termamyl® 2X α-amilase Bacillus licheniformis Novozyme Dinamarca 
 





termoestável Thermococcus sp. BASF Alemanha 
SPEZYME® 
RSL α-amilase 
Bacillus licheniformis e 
Trichoderma reesei. Dupont 
TM EUA 
Amilases como Termamyl® 2X (Novozyme), Fuelzyme® (BASF) e 
SPEZYME® RSL (Dupont TM) são comercializadas atualmente no intuito de 
suprir esse mercado crescente. No entanto, ainda não existem amilases 




4. MATERIAIS E MÉTODOS 
Os experimentos (Figura 6) foram realizados no Laboratório de 
Engenharia Bioquímica e Biotecnologia (LENGEBIO), no Centro de Pesquisa e 
Processamento de Alimentos (CEPPA) e no Laboratório de Catálise e Processos 
Químicos (LCPQ) do Programa de Pós-Graduação em Engenharia de Alimentos, 
no Centro Politécnico da Universidade Federal do Paraná. 
FIGURA 6 - PRINCIPAIS ETAPAS REALIZADAS PARA A PRODUÇÃO DE AMILASES. 
           
     
   
 
4.1.      Macromicetos 
Algumas cepas de macromicetos foram utilizadas para avaliar o potencial 
de produção de amilases. Onze (11) cepas foram disponibilizadas pelo 
Reativação de 
linhagens















Laboratório de Bioprocessos de Cogumelos (LBC) da Universidade Estadual do 
Centro-Oeste (UNICENTRO, PR) e uma (01) cepa de Agaricus bisporus (Nippon, 
Curitiba, Paraná) adquirida no comércio local (Curitiba, PR), isolada e mantida 
no banco de cepas do LENGEBIO. A Tabela 6 mostra as espécies de 
macromicetos que foram utilizadas no presente projeto de pesquisa. 
TABELA 6 – CEPAS ESTUDADAS. 
Cepas Origem 
Agaricus bisporus (Abis) LENGEBIO - UFPR, PR 
Pleurotus ostreatus (europea) (Po-eu) LBC – UNICENTRO, PR 
Pleurotus ostreatus (lab) (Po) 
Pleurotus sajor-caju (Psc) 
LBC – UNICENTRO, PR 
LBC – UNICENTRO, PR 
Grifola frondosa (Gf) 
Lentinus edodes (Le) 
Hericium americanum (Ha) 
Ganoderma lucidum (Gl) 
Pholiota nameko (Pn) 
LBC – UNICENTRO, PR 
LBC – UNICENTRO, PR 
LBC – UNICENTRO, PR 
LBC – UNICENTRO, PR 
LBC – UNICENTRO, PR 
Agaricus blazei (Ab) LBC – UNICENTRO, PR 
Coprinus comatus (Cc) LBC – UNICENTRO, PR 
Pleurotus ostreatus (Pato Branco) (Po-pb) LBC – UNICENTRO, PR 
Todas as cepas foram reativadas em meio Agar batata dextrose (PDA), 
previamente autoclavados (121ºC/15 minutos) e resfriados em tubos de ensaio 
inclinados. Um fragmento de micélio foi transferido com auxílio de uma alça de 
platina estéril para a superfície do meio PDA. Os tubos foram incubados a 28 ºC 
por 5 - 7 dias (ou até completo crescimento do micélio na superfície do meio). 
Os tubos de ensaio, com tampão de algodão, foram cobertos com película 
flexível (2520 Parafilm “M” American, USA) e armazenados a 4ºC por 3 meses.   
4.2.       Isolamento de cepa 
 O isolamento da linhagem Agaricus bisporus foi realizado com base no 
método descrito por Stutz e Alvarez (2017) que consiste na transferência de um 
fragmento do corpo de frutificação para uma placa de Petri contendo meio PDA. 
Todos os materiais e o fluxo laminar foram esterilizados antes da manipulação 
do basidioma. 
Amostras do corpo de frutificação obtido no mercado municipal foi 
esterilizado através de imersão em álcool 70% v/v por um minuto, seguido de 
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repouso por 1 minuto para a assepsia superficial. Esta etapa foi repetida por três 
vezes.  Em seguida as amostras do macromiceto foram mantidas no fluxo 
laminar durante 15 minutos com a luz UV (germicida) acesa. Depois as amostras 
foram manipuladas com rapidez próximo ao bico de Bunsen, onde foi cortado ao 
meio com auxílio de bisturi e pinça estéril. Um fragmento interno do píleo foi 
transferido para uma placa de Petri contendo meio PDA (Potato Dextrose Agar) 
previamente esterilizado e solidificado. A placa foi incubada em estufa a 28ºC 
por 7 dias para crescimento micelial.  
4.3.       Reativação das cepas para preparo de pré-inóculo   
As cepas foram inoculadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 
100 mL de meio CZAPEK (g.L-1: 30 de sacarose, 2 de nitrato de sódio, 1 de 
fosfato dipotássio, 0,5 de sulfato de magnésio, 0,5 de cloreto de potássio, 0,01 
de sulfato ferroso), (CZAPEK, 1902) com o pH ajustado a 6,0 em pHmetro 
(Modelo PHS-3B, Phtek) e esterilizado (121 ºC/15 min) em autoclave. 
Fragmentos (5 mm x 5 mm) de micélio foram transferidos para os frascos 
Erlenmeyer (Figura 7). Após homogeneização os frascos foram incubados a 
28ºC por 4 - 7 dias (dependendo da cepa).  




4.4.      Seleção das cepas produtoras de enzimas amilolíticas 
Uma alíquota de 10 mL do pré-inóculo (10 % v.v-1), previamente 
homogeneizada foi transferida para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 90 
mL de meio amido. O meio de cultivo utilizado foi composto por g.L-1: 10 de amido 
solúvel P.A., 2 de fosfato de potássio monobásico, 1,4 de sulfato de amônio, 0,3 
de cloreto de cálcio, 0,3 de sulfato de magnésio e 0,3 de ureia, com o pH ajustado 
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para 6.0 em pHmetro, autoclavado (121 ºC/15 min) e resfriado até a temperatura 
ambiente. Os frascos foram incubados a 28 ºC por 6 dias (144 h) a uma agitação 
de 120 rpm. Amostras de 2,5 mL foram retiradas nos tempos 0, 48, 96 e 144 
horas e transferidas para tubos de centrífuga de 15 mL de capacidade 
(previamente autoclavados) (Figura 8). Estas amostras foram centrifugadas a 
4.000 rpm por 20 minutos (adaptado de Hassan e Karim, 2015). O sobrenadante 
(denominado de EBE – Extrato Bruto Enzimático) foi utilizado para a 
determinação de atividade enzimática. Os experimentos foram feitos em 
triplicatas. 
FIGURA 8 – COLETA DAS AMOSTRAS DO CULTIVO SUBMERSO (CSm) PARA A 
DETERMINAÇÃO DE ATIVIDADE ENZIMÁTICA. 
 
4.4.1.    Determinação da atividade de α-amilase 
A determinação da atividade de α-amilase (Tabela 7) levou em 
consideração a redução do complexo amido-iodo, utilizando uma adaptação do 
método proposto por Fuwa (1954) (redução de volumes dos reagentes). Xiao et 
al. (2006), comprovaram a eficiência deste método frente ao método de DNS 
para a determinação de α-amilase. Uma alíquota de 200 μL de solução de amido 
a 1% (preparada em tampão acetato, pH 6,0) e 100 μL de extrato bruto 
enzimático (EBE), diluído em 100 μL de tampão acetato com o mesmo pH, foram 
adicionados em tubos de ensaio e incubados em banho-maria a 37 ±2 ºC durante 
30 min. Para interromper a reação, adicionou-se uma solução de ácido acético 
2M (400 μL) e 400 μL de solução de iodo/iodeto (iodo a 0,2% p.v-1, iodeto de 
potássio a 2% p.v-1 e água destilada, 1:1:3). Na sequência, foi diluída em 20 mL 
de água destilada, homogeneizada e a absorbância lida a 700 nm em um 
espectrofotômetro (modelo UV-6100PC DOUBLE BEAM, Shangai, CHN). O 
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branco enzimático foi realizado da mesma forma que a amostra de teste, porém 
o EBE foi adicionado após a adição de ácido acético (2M).  
TABELA 7 – ETAPAS PARA A QUANTIFICAÇÃO DE α-AMILASE. 
Branco Enzimático Ensaio Branco para zerar o espectrofotômetro 
200 μL de sol. amido 1% 200 μL de sol. amido 1% 200 μL de sol. amido 1% 
50ºC por 30 minutos 100 μL de EBE  100 μL de tampão  
400 μL de ácido acético 100 μL de tampão  50ºC por 30 minutos 
100 μL de EEB 50ºC por 30 minutos 400 μL de ácido acético 
100 μL de tampão 400 μL de ácido acético 100μL de tampão 
400 μL de solução iodo/iodeto 400 μL de solução iodo/iodeto 400 μL de solução iodo/iodeto 
20 mL de água 20 mL de água 20 mL de água 
Homogeneização Homogeneização Homogeneização 
Ler a 700nm Ler a 700nm Ler a 700nm 
A atividade da α-amilase foi expressa em Unidades Internacionais (U). Um 
(01) U representa a quantidade de enzima capaz de converter 0,1 mg de amido 
por mL por minuto na reação sob as condições de teste (37 ± 2 ºC /30 min).  
Uma curva padrão (ANEXO 1) foi preparada utilizando soluções de amido 
solúvel P.A. em diferentes concentrações (0 mg·mL-1 até 5 mg·mL-1) para 
converter valores de absorbância obtidos em mg de amido por mL. 
4.4.2.    Determinação da atividade de glucoamilase 
A quantificação da atividade de glucoamilase foi conduzida por meio da 
quantificação de açúcares redutores (AR) liberados após a reação enzimática. O 
método colorimétrico de DNS (ácido 3,5-dinitrosalicílico) descrito por Bernfeld 
(1955), modificado (tempo de reação) por Miller (1959) foi empregado. Um 
volume de 250 μL de solução de amido (1% m.v-1 preparado tampão acetato 
pH=6,0), 125 μL do EBE diluído e 125 μL de tampão acetato em mesmo pH 
compuseram o meio reacional. Este foi incubado em banho-maria à 37 ± 2 ºC 
por 30 minutos.  Uma alíquota de 500 μL da solução de DNS (descrição do 
preparo deste reagente segue no ANEXO 3) foi adicionado para interromper a 
reação enzimática, seguido de fervura por 5 min e resfriamento em banho de 
gelo. Em seguida, foram adicionados 4 mL de água destilada. A mistura foi 
homogeneizada e a absorbância lida a 540 nm em espectrofotômetro (Modelo 
UV-6100PC DOUBLE BEAM, Shangai, CHN). O branco enzimático foi realizado 
como a amostra de teste, diferindo apenas na adição de EEB que ocorreu após 
a adição de DNS para interromper a reação enzimática.  
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A quantificação de açúcar redutor (Tabela 8) foi determinada através da 
curva padrão de glicose (ANEXO 2). Uma unidade internacional (U) de atividade 
de glucoamilase é considerada a quantidade de enzima que libera 1 μmol de 
glicose mL-1.min-1.  
TABELA 8 – ETAPAS PARA A QUANTIFICAÇÃO DE GLUCOAMILASE.  
Branco Enzimático Ensaio Branco para zerar o espectrofotômetro 
250 μL de amido 1%  250 μL de amido 1%  250 μL de amido 1%  
125 μL de tampão 125 μL de tampão  250 μL de tampão 
37ºC por 30 minutos  125μL de EEB 37ºC por 30 minutos 
500 μL de DNS 37ºC por 30 minutos 500 μL de DNS 
125μL de EEB 500 μL mL de DNS 5 minutos em ebulição 
5 minutos em ebulição 5 minutos em ebulição 4 mL de água destilada 
4 mL de água destilada 4 mL de água destilada Homogeneização 
Homogeneização Homogeneização Ler a 540 nm 
Ler a 540 nm Ler a 540 nm - 
 
4.5. Estratégia experimental e otimização de alguns parâmetros 
químicos para a bioprodução de amilases por CSm utilizando a 
cepa selecionada 
A cepa com maior atividade enzimática no screening foi selecionada para 
avaliação da influência de diferentes minerais e nutrientes na produção de 
amilases por Plackett-Burman Screening Design (PB).  
As variáveis independentes utilizadas para a composição do cultivo 
submerso foram: concentração de amido (fonte de carbono), fósforo (KH2PO4), 
diferentes fontes de nitrogênio (ureia, NaNO3 ou (NH4)2SO4) e íons metálicos 
(Fe2(SO4)3, MnSO4, MgSO4 e CaCl2) foram avaliados pelo Plackett-Burman 
Screening Design (PB) 11/12 (Tabela 9). Este modelo é usado para avaliar e 
visualizar os fatores mais significativos na produção enzimática, mas não 
descreve as interações entre os fatores (PLACKETT; BURMAN, 1946). Os 
valores codificados e descodificados são apresentados na Tabela 10. 
Os valores de amido para o delineamento tipo Plackett-Burman foi 
determinado utilizando uma faixa de 10 a 40 g·L-1. O valor mínimo foi utilizado 
com base no meio da seleção das cepas e o valor máximo foi definido conforme 
a viscosidade no meio mantendo-o fluido para que fosse permitida a 
transferência de oxigênio durante o cultivo submerso aeróbio.  
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O KH2PO4 foi avaliado de 2 a 4 g.L-1 pois a deficiência deste nutriente pode 
suprimir o crescimento e desenvolvimento de micro-organismos 
(KALAKOVSKAYA, 2015).  
As fontes de nitrogênio e os íons foram avaliadas quanto à presença e 
ausência. Isto teve como objetivo analisar a influência de cada componente 
separadamente em relação à cepa e as enzimas. Os níveis máximos basearam-
se no meio Czapek (1902), no meio utilizado na seleção de cepas, conforme 
reportado por Sethi e Gupta (2015) e Abd-Elhalem et al. (2015).  
TABELA 9 – ENSAIOS REALIZADOS PARA A SELEÇÃO DAS VARIÁVEIS COM EFEITO 
SIGNIFICATIVO (P<0.05) NO PLACKETT-BURMAN SCREENING DESIGN PARA COPRINUS 
COMATUS EM CULTIVO SUBMERSO.  J* E K* SÃO VARIÁVEIS DUMMY; 13*, 14* E 15* 
PONTOS CENTRAIS;                                                                                                                                          
 Variáveis 
Ensaios Amido KH2PO4 Ureia (NH4)2SO4 NaNO3 CaCl2 MgSO4 MnSO4 Fe2(SO4)3 J* K* 
1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 
5 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 
7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 
8 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 
9 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 
10 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 
11 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 
13* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
14* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
15* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
TABELA 10 – OS NÍVEIS DAS VARIÁVEIS INDEPENDENTES EMPREGADAS NO PLACKETT-
BURMAN SCREENING DESING PARA A CEPA COPRINUS COMATUS EM CULTIVO 
SUBMERSO.  
  Níveis codificados e descodificados 
Variáveis Independentes (g.L-1) -1 0 +1 
Amido  10,00 25,00 40,00 
KH2PO4  2,000 3,000 4,000 
Ureia  0,000 0,290 0,580 
(NH4)2SO4  0,000 0,660 1,320 
NaNO3  0,000 0,420 0,850 
CaCl2  0,000 0,150 0,300 
MgSO4  0,000 0,150 0,300 
MnSO4  0,000 0,080 0,160 
Fe2(SO4)3  0,000 0,005 0,010 
 
As variáveis significativas (p≤0,05) do teste de PB foram avaliadas (com 
nova faixa de estudo) em um Delineamento Composto Central Rotacional 
(DCCR) (Tabela 11) com três repetições no ponto central e seis pontos axiais (23 
com 16 corridas). Os valores reais e codificados são apresentados na Tabela 12. 
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Os valores de amido para o experimento de DCCR (1 a 40 g·L-1) 
apresentam também os níveis axiais -1,68 e +1,68. O valor máximo estipulado 
foi mantido próximo a 40 g·L-1, pois valores maiores de amido são de difícil 
dissolução e aumentam a viscosidade no meio, dificultando a transferência de 
calor e massa durante o cultivo.  
Para a ureia e ferro, os valores para o DCCR foram definidos como valor 
mínimo um valor praticamente nulo, o valor médio para o ferro foi (0,01 g.L-1) 
(valor máximo utilizado no estudo anterior - Plackett-Burman) e a concentração 
média utilizado da ureia teve como base a relação C:N dos pontos centrais. 
A concentração de KH2PO4 foi mantida no valor médio (3 g.L-1), pois é 
essencial para a formação estrutural celular. No entanto como este fator não 
apresentou significância na produção das enzimas ele não foi utilizado para o 
DCCR.  
TABELA 11- SELEÇÃO DE VARIÁVEIS SIGNIFICATIVAS POR DELINEAMENTO COMPOSTO 
CENTRAL ROTACIONAL (DCCR) PARA AS AMILASES PELO COPRINUS COMATUS EM 
CULTIVO SUBMERSO. 15*, 16* E 17* PONTOS CENTRAIS.      
 
 
TABELA 12 – OS NÍVEIS PARA AS VARIÁVEIS INDEPENDENTES UTILIZADAS NO 
PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL PARA COPRINUS COMATUS EM 
CULTIVO SUBMERSO. 
  Níveis codificados e descodificados  
Variáveis Independentes (g.L-1) -1,68 -1 0 +1 +1,68 
Amido  1,000 8,770 20,000 27,700 39,000 
Ureia   0,010 0,550 1,350 2,150 2,690 
Fe2(SO4)3   0,001 0,005 0,010 0,014 0,019 
Variáveis 
Ensaios Amido Ureia Fe2+ 
1 -1,00 -1,00 -1,00 
2 -1,00 -1,00 1,00 
3 -1,00 1,00 -1,00 
4 -1,00 1,00 1,00 
5 1,00 -1,00 -1,00 
6 1,00 -1,00 1,00 
7 1,00 1,00 -1,00 
8 1,00 1,00 1,00 
9 -1,68 0,00 0,00 
10 1,68 0,00 0,00 
11 0,00 -1,68 0,00 
12 0,00 1,68 0,00 
13 0,00 0,00 -1,68 
14 0,00 0,00 1,68 
15* 0,00 0,00 0,00 
16* 0,00 0,00 0,00 
17* 0,00 0,00 0,00 
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A composição do substrato utilizado para o crescimento de fungos, bem 
como a concentração de nitrogênio influenciam a síntese de enzimas (Stajić et 
al., 2006). Um dos fatores mais importantes é a relação carbono/nitrogênio (C/N) 
para equilibrar a síntese de biocompostos e a produção de biomassa, esse fator 
também é importante para a síntese de enzimas (Stajić et al., 2006). A 
concentração de C:N para o meio ideal para a produção das enzimas foi avaliada 
no DCCR. Nas corridas houve uma variação de uma concentração mínima de 
1:1 quando o amido estava no nível de -1,68, uma concentração máxima de 
1930:1 quando a uréia estava no nível -1,68 e os pontos médios foram 14,5:1. 
O modelo da atividade de ambas enzimas, foi validado (em triplicata) para 
a α-amilase e um meio para a glucoamilase, utilizando concentrações de amido, 
ureia e Fe2(SO4)3 otimizadas no DCCR. 
Todos os ensaios do PB e do DCCR foram realizados aleatoriamente, e 
os dados foram analisados usando o software STATISTICA 7.0 (Statsoft Inc., 
Tulsa, OK). A qualidade do ajuste da equação do modelo de segunda ordem foi 
expressa pelo coeficiente de determinação R2, e sua significância estatística foi 
determinada por análise de variância (ANOVA) e F-test. 
4.6. Cinética final do cultivo submerso (CSm) otimizado 
Após a otimização dos parâmetros químicos de cultivo foram realizados dois 
ensaios cinéticos em frascos de 250 mL, incubados em pH 6,0, 28 ±2 ºC a 120 
rpm para α-amilase e para glucoamilase. O meio foi realizado nas condições 
ótimas escolhidas a partir dos fatores com efeito significativo para a produção de 
cada enzima testada no DCCR. Alíquotas foram retiradas a cada 4 h até 80 horas 
para as análises das atividades enzimáticas (subitem 4.4.1 e 4.4.2), 
concentração de proteína, de teor de amido, biomassa e pH. A partir dos dados 
da cinética final também foram calculados os parâmetros cinéticos de tempo de 
duplicação (td), velocidade específica (μmáx), produtividade horária total da 
biomassa e a produtividade horária total do produto (α-amilase e glucoamilase) 
e os fatores de conversão conforme item 4.6.5. 
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4.6.1.    Determinação da concentração de amido 
As amostras retiradas ao longo do tempo de cultivo foram avaliadas 
quanto ao teor de amido pelo método amido-iodo (FUWA, 1954). A curva padrão 
(Anexo 1) foi utilizada.   
4.6.2. Determinação do pH do meio de cultivo 
O pH do sobrenadante foi medido pelo método potenciométrico usando 
um medidor de pH (Model MPA 210, Max Lab, BR).  
4.6.3.  Determinação de biomassa ao longo da cinética final em cultivo 
submerso 
A biomassa formada durante o cultivo utilizado para a cinética final 
visando a síntese de amilases foi determinada pelo método termogravimétrico 
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). O volume do meio de cultivo foi filtrado com 
auxílio de bomba à vácuo em funil de porcelana com papel filtro e um kitasato 
(Suctron Eletronic, Schuster, Brasil). O papel filtro com biomassa retida foi 
incubado a 105 ºC / 24 h. Após foi resfriado em dessecador. A biomassa foi 
calculada através de diferença gravimétrica, utilizando a equação 1. O filtrado foi 
utilizado para quantificação do amido.  
 
Sendo: 
Xs = biomassa seca (g·L-1); 
m2 = massa do filtro com a biomassa seca (g); 
m1 = massa do filtro seco (g);  
V = volume de cultivo filtrado (L); 
4.6.4. Determinação de teor de proteína no meio de cultivo submerso 
O teor de proteína foi determinado utilizando o método desenvolvido por 
Bradford (1976). Este método baseia-se na formação do complexo de cor entre 
o corante Coomassie Brilliant Blue G250 e as proteínas. Uma alíquota de 50 μL 
do EBE e uma de 1,5 mL do reagente de Bradford (ANEXO 5) foi adicionada a 
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um tubo de ensaio, homogeneizado e lido a 595 mn de absorbância. A 
determinação da concentração de proteína foi realizada utilizando a curva 
padrão (ANEXO 4).  
O teor de proteína foi utilizado para determinar a atividade específica 
usando a equação 2, onde esta atividade é expressa em U·mg-1. 
     (2) 
Em que:  
Aesp= é a atividade específica (U·mg-1); 
 A= é a atividade enzimática da amilase (U·mL-1); 
 P= é o teor de proteína contida no substrato (mg·mL-1); 
4.6.5. Determinação de parâmetros cinéticos do bioprocesso otimizado  
Os parâmetros cinéticos foram estabelecidos utilizando cálculos de 
velocidade máxima específica de crescimento microbiano ( ), tempo de 
duplicação (td), produtividade de biomassa, fatores de conversão que serão 
elucidados nos tópicos a seguir, visando determinar esses parâmetros no 
bioprocesso já otimizado. 
4.6.5.1. Cálculo da velocidade máxima específica de crescimento  
Os valores de crescimento e produção de biomassa foram utilizados 
para construção das curvas de crescimento dos macromicetos. Os valores 
correspondentes à fase de crescimento exponencial celular (log) foram utilizados 
para o cálculo de velocidade máxima ( ), conforme a equação 3: 
 Em que: 
á = velocidade específica de crescimento (h-1); 
ti e tf = tempo inicial e final da fase log (h-1); 
Xi = Concentração de biomassa inicial (g·L-1); 
Xf = Concentração de biomassa final (g·L-1); 
48 
 
4.6.5.2. Cálculo do tempo de duplicação 




td = tempo de duplicação (h); 
= velocidade específica de crescimento (h-1); 
4.6.5.3. Cálculo da produtividade em biomassa e em produto 
           A produtividade horária total da biomassa formada foi calculada segundo 
a equação 5: 
 = produtividade horária total (g·L-1·h-1); 
tt = tempo total de cultivo (h); 
Xi = Concentração de biomassa inicial (g·L-1); 
Xf = Concentração de biomassa final (g·L-1); 
 A produtividade horária total do produto (amilases) formado foi calculada 
conforme a equação 6: 
 
Yptotal = produtividade horária total do produto (amilases) (U·L-1·h-1);  
t = tempo total de cultivo (h); 
P0 = Concentração inicial de produto (g·L-1), sendo o produto as amilases; 
P = Concentração final de produto (g·L-1), sendo o produto as amilases; 
4.6.5.4. Cálculo dos fatores de conversão 
Para o cultivo dos macromicetos para a produção de amilases, foram 
calculados os fatores de conversão do substrato em biomassa (YX/S), fator de 
conversão do substrato em produto (YP/S) e de biomassa em produto (YP/X), 
conforme as equações abaixo: 
 
Em que: 
X0 = Concentração de biomassa inicial (g·L-1); 
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X = Concentração de biomassa final (g·L-1); 
P0 = Concentração inicial de produto (g·L-1), sendo o produto as amilases; 
P = Concentração final de produto (g·L-1), sendo o produto as amilases; 
S0 = Concentração inicial de substrato (g·L-1); 
S = Concentração final de substrato (g·L-1). 
4.7. Caracterização parcial das amilases quanto fatores importantes na 
reação enzimática  
Após realizados os testes de otimização dos parâmetros químicos e a 
determinação do tempo e meio ideal através da cinética final foi realizada a 
caracterização parcial das enzimas quanto aos parâmetros importantes na 
reação enzimática. O tempo de reação não foi avaliado devido a testes prévios 
que já o definiram. 
4.7.1. Determinação do pH ótimo, temperatura ótima e efeito dos íons 
metálicos para a atividade das amilases produzidas pelo C. 
comatus em cultivo submerso 
O pH ótimo foi determinado utilizando tampão acetato (pH 4,5, 5,0, 5,5, 
6,0 e 6,5), tampão fosfato (pH 7,0) e tampão Tris (pH 8,0 e 9,0) durante as 
reações enzimáticas para a determinação das atividades de α-amilase e 
glucoamilase. As condições de tempo e temperatura dos ensaios enzimáticos 
foram as mesmas utilizadas nos ensaios padrões descritos anteriormente e os 
resultados foram comparados com a amostra controle analisada nas condições 
padrões (subitem 4.4.1 e 4.4.2).  
Para a determinação da temperatura ótima foram testadas diferentes 
temperaturas de incubação da reação enzimática (de 30, 40, 50, 60 e 70 ºC). 
Demais condições da reação enzimática foram as mesmas do ensaio padrão. 
Os resultados comparados com a amostra controle. 
A influência dos íons metálicos foi avaliada utilizando diferentes soluções 
tampão: 1,0 mM, 2,5 mM e 5,0mM de CaCl22H2O, MgSO4, CuSO4, Fe2(SO)47H2O 
e MnSO4.H2O, que foram preparados e utilizados para os ensaios de atividade 
enzimática. Os resultados foram comparados com a amostra controle. As 
condições dos ensaios foram realizadas com base em estudo reportado por Du 
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et al. (2012, com modificações) e por Nwamaka (2011, com modificações) para 
ambas as enzimas.  







5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
5.1.      Seleção de cepa de basidiomiceto para a produção de amilases em cultivo 
submerso (CSm) 
Na Figura 10 estão representados os resultados de atividade enzimática de α-
amilase (U·mL-1) para as cepas que apresentaram resultados positivos em 48, 96 e 144 
horas de cultivo. Das doze cepas estudadas, nove apresentaram atividade de α-amilase 
em pelo menos um dos tempos avaliados. As cepas H. americanum e P. nameko não 
apresentaram atividade enzimática em nenhum dos tempos de cultivo. As cepas A. 
blazei, C. comatus, G. frondosa, L. edodes, P. sajor-caju e A. bisporus obtiveram os picos 
de atividade em 48 horas, com 0,63, 2,31, 0,02, 0,47, 0,59 e 0,28 U·mL-1 
respectivamente. Enquanto, para P. europea e P. ostreatus (europea) foi 0,42 e 0,22 
U·mL-1 em 96 horas e as cepas G. lucidum e P. ostreatus (Pato Banco) apresentaram 
0,45 e 0,72 U·mL-1 em 144 horas. 
FIGURA 10 - RESULTADOS DA ATIVIDADE DE α-AMILASE OBTIDOS EM 48, 96 E 120 h DE CULTIVO 
PELAS 12 CEPAS AVALIADAS DURANTE ESTUDO DE SELEÇÃO (N=3, ±ERRO PADRÃO).  AS 
CONDIÇÕES DE CULTIVO ERAM pH 6,0, 28 ± 2ºC, 120 RPM.  Ab = Agaricus blazei; Cc = Coprinus 
comatus; Gl = Ganoderma lucidum; Gf = Grifola frondosa; Le = Lentinus edodes; Po-eu = Pleurotus 
ostreatus (europea); Po = Pleurotus ostreatus; Po-pb = Pleurotus ostreatus (Pato Branco); Psc = Pleurotus 




O tempo de cultivo é um fator crucial na produção de enzimas. Tempos de cultivo 
prolongados podem reduzir a atividade enzimática devido a diminuição na concentração 




























parcelas de tempo podem resultar em detecção de baixa produtividade de enzimas 
(SUNDARRAM & MURTY, 2014). Em geral, para a produção industrial de enzimas, 
exige-se que as cepas apresentem alta produtividade, de forma a reduzir o tempo de 
processo. A partir de testes prévios (dados não apresentados) decidiu-se avaliar a 
atividade amilolítica em 48, 96 e 144h de cultivo. C. comatus apresentou maior produção 
de α-amilases, com um pico de atividade enzimática de 2,314 U·mL-1 em 48h de cultivo. 
Este tempo é consideravelmente reduzido quando comparado às demais cepas e 
também é semelhante ao tempo de cultivo adequado para produção de enzimas de 
outras fontes microbianas tais como bactérias. Spier et al. (2007), por exemplo, 
concluíram que para alcançar máxima produção de amilases por Aspergillus niger em 
cultivo sólido o tempo ideal é de 60 horas. 
No presente trabalho, Agaricus blazei apresentou atividade enzimática igual a 
0,63 U·mL-1em 48 horas de cultivo; enquanto, Jonathan & Adeoyo (2011) encontraram 
(0,09 a 0,6 U·mL-1 para Agaricus blazei e 0,07 a 0,39 U·mL-1 para Agaricus sp.) em 7 
dias de cultivo (168 h). Esta variação na atividade enzimática demonstra a importância 
de se adaptar as condições de cultivo para cada cepa estudada (Kumar; Satyanarayan, 
2007; Soni et al., 2006). No presente estudo; os mesmos parâmetros de cultivo foram 
utilizados para todas as cepas testadas, o que pode justificar os resultados de atividade 
pouco expressivos para algumas destas.  
A melhor cepa produtora de amilases, C. comatus, apresentou uma tendência na 
redução da atividade após 48 horas de cultivo e a concentração de amido diminuiu até 
próximo ao valor de zero após este período. A redução da concentração do substrato 
indutor durante o cultivo e a formação de glicose – tida como inibidora da produção de 
amilases por diversas cepas fúngicas – podem ser mencionadas como possíveis causas 
da redução na atividade enzimática (NAILI et al, 2016). Açúcares liberados pela 
degradação do amido não consumido pelas células microbianas também podem resultar 
na inibição da síntese de amilases. Nwagu et al. (2011) observaram que a glicose 
reprime a expressão/síntese de amilases por Fusarium sp.  
Para outras cepas, existe uma oscilação na atividade enzimática em diferentes 
tempos de cultivo. A avaliação da atividade em tempos intermediários poderia revelar 
bons resultados. No entanto; uma retirada excessiva de amostras poderia comprometer 
o processo fermentativo, além de ocasionar maiores riscos de contaminações. As 
atividades de glucoamilase em 48, 96 e 144h de cultivo estão apresentadas na Figura 




atividade enzimática. Apesar de não apresentar o resultado mais expressivo, a cepa C. 
comatus demonstrou novamente potencial na produção de glucoamilase, com pico de 
atividade enzimática de 0,38 U·mL-1 em 48 horas de cultivo. As cepas com maior 
produção de glucoamilase em 48 h foram G. lucidum e P. sajor-caju, com 0,69 e 0,67 
U·mL-1, respectivamente, não apresentando diferença estatisticamente significativa 
(p<0,05). 
FIGURA 11 - RESULTADOS DA ATIVIDADE DE GLUCOAMILASE OBTIDOS EM 48, 96 E 120 h DE 
CULTIVO PELAS 12 CEPAS AVALIADAS DURANTE ESTUDO DE SELEÇÃO (N=3, ±ERRO PADRÃO).  
AS CONDIÇÕES DE CULTIVO ERAM pH 6,0, 28 ± 2ºC, 120 RPM.  Ab = Agaricus blazei; Cc = Coprinus 
comatus; Gl = Ganoderma lucidum; Gf = Grifola frondosa; Le = Lentinus edodes; Po-eu =  Pleurotus 
ostreatus (europea); Po = Pleurotus ostreatus; Po-pb = Pleurotus ostreatus (Pato Branco); Psc = Pleurotus 
sajor-caju; Abis:  Agaricus bisporus; Ha: Hericium americanum.  
 
 
A metodologia usual utilizada para quantificar a atividade de amilases é pela 
liberação de produto (açúcares redutores). No entanto, a α-amilase atua sobre a cadeia 
do amido de forma aleatória, liberando não apenas açúcares redutores, mas também 
oligossacarídeos com comprimentos de cadeia variados (SILVA, 2014). Estes 
oligossacarídeos podem ser depois metabolizados pela ação de outras enzimas que não 
necessariamente atuariam sobre a molécula do amido, utilizado como substrato 
reacional. Tal fato poderia explicar os resultados inferiores obtidos para atividade de 
glucoamilase, assim como as diferenças entre a degradação do amido e liberação de 
açúcares redutores no meio reacional. 
Apesar da atividade enzimática das cepas estudadas ser inferior à relatada para 
cepas utilizadas industrialmente (TORRADO et al., 2013), a otimização das condições 
































macromicetos tem maior afinidade por cultivos estáticos, pois a formação micelial ocorre 
na superfície do meio, permitindo maior contato com o ar atmosférico (oxigênio) a 
oxigenação, o que não ocorre em cultivo submerso, onde a formação de pellets e 
aumento da viscosidade do meio podem ocasionar redução da oxigenação (MOORE et 
al., 2011) devido as barreiras tais como filme de líquido estagnado na superfície do 
aglomerado celular. Estes fatos corroboram com a adaptabilidade das cepas para o 
cultivo submerso, o que pode viabilizar esta forma de cultivo para a produção de outras 
biomoléculas além das enzimas. 
Diante da maior atividade de α-amilase, degradação do substrato em 48 horas e 
potencial na síntese de glucoamilase a cepa C. comatus foi escolhida para os próximos 
ensaios de otimização das enzimas amilolíticas. 
5.2.   Otimização da atividade enzimática por coprinus comatus em cultivo 
submerso  
Os resultados obtidos na produção de amilases por Coprinus comatus utilizando 
o Placket-Burman (PB) Screening Design 11/12 estão apresentados na Tabela 13. Todos 
os ensaios foram realizados em triplicata. Realizaram-se testes adicionais com a cepa 
C. comatus que resultaram em tempo de reação ideal para atividade α-amilase de 15 
minutos, sendo este o tempo reacional para esta enzima e 30 min para glucoamilase. 
TABELA 13 – ATIVIDADE DE α-AMILASE E GLUCOAMILASE NOS ENSAIOS DO PlLACKETT-BURMAN 
EXPERIMENTAL DESIGN PRODUZIDAS POR Coprinus comatus EM CULTIVO SUBMERSO, COM pH 
6,0, TEMPERATURA DE 28 ± 2ºC, 120 RPM; * = PONTOS CENTRAIS;  
 Atividade enzimática (U·mL-1) 
Ensaios α-amilase Glucoamilase 
1 2,53±0,23 0,00±0,01 
2 1,66±0,30 3,06±0,19 
3 5,27±0,11 0,36±0,01 
4 1,21±0,12 1,14±0,14 
5 1,14±0,15 5,05±0,01 
6 1,89±0,34 1,38±0,06 
7 4,89±0,04 0,40±0,01 
8 2,68±0,05 0,26±0,02 
9 3,43±0,05 0,18±0,00 
10 0,93±0,03 0,68±0,04 
11 0,69±0,03 1,72±0,02 
12 0,17±0,02 1,67±0,04 
13* 3,00±0,16 2,25±0,27 
14* 3,01±0,40 2,51±0,13 
15* 3,30±0,08 2,22±0,14 
A atividade de α-amilase variou entre 0,17 (ensaio 12) a 5,27 U·mL-1 (ensaio 3) e 




das variáveis, verifica-se que tanto para a produção de α-amilase como glucoamilase a 
ureia, Fe2(SO4)3 e amido apresentaram efeito significativo (p<0,05).  Tanto a ureia como 
o Fe2(SO4)3 apresentaram efeito positivo para a produção de α-amilase, porém negativo 
para a de glucoamilase. A ureia é considerada uma fonte de nitrogênio (N) essencial 
para a produção de amilases por fungos (Jonathan e Adeoyo, 2011; Gupta et al., 2003), 
porém em concentrações elevadas 0,5 g·g-1 de substrato podem inibir a produção das 
mesmas (Kammoun et al., 2008).  Os íons metálicos são considerados indutores na 
produção de amilases (RAZA; REHMAN, 2016). Entretanto, Bagheri et al. (2014) 
observou que o íon Fe2+ inibiu a produção de glucoamilase por Aspergillus niger. Tais 
resultados corroboram com os resultados obtidos neste trabalho.  
A concentração de amido, cujos valores testados variaram de 1 a 39 g·L-1, resultou 
em um efeito negativo sobre a atividade enzimática de α-amilase e positivo na produção 
de glucoamilase. Estes resultados indicam que menores concentrações de amido 
favorecem a produção de α-amilase, mas as concentrações maiores são favoráveis para 
a produção de glucoamilase.  
A adição do KH2PO4 resultou em efeito significativo (p<0,05) apenas na produção 
da glucoamilase. Kumar e Satyanarayana (2006) também obtiveram o aumento da 
produção de glucoamilase com a presença de KH2PO4 para Thermomucor indicae-
seudaticae. O fosfato é um dos principais compostos responsáveis pela regulação da 
síntese dos metabolitos primários e secundários, além de desempenhar um papel 
importante no crescimento dos organismos e na produção de amilases (GUPTA et al., 
2003).  
Dentro das faixas estudadas, as demais variáveis (NH4)2SO4; NaNO3; CaCl2; 
MgSO4; MnSO4, não exerceram efeitos significativos (p>0,05) sobre as respostas de 
atividade de α-amilase e glucoamilase.  
Os resultados de atividade de α-amilase e glucoamilase obtidos da execução dos 










TABELA 14. MATRIZ DO DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR) PARA A 
PRODUÇÃO DE α-AMILASE E GLUCOAMILASE POR COPRINUS COMATUS EM CSm, COM pH 6,0, 












Por meio da Tabela 14, verifica-se que atividade enzimática da α-amilase variou 
entre 0,30 a 5,97 (U·mL-1) a qual foi afetada principalmente pela concentração de ureia 
utilizada. Tal fato é evidenciado pelo efeito positivo desta variável, assim como pelo 
menor valor de p (linear p=0,0001 e quadrático p=0,001) observado. A concentração de 
amido também apresentou efeito positivo e significativo (linear p=0,019 e quadrático 
p=0,008) na atividade da α-amilase. Estas duas variáveis, amido e ureia, também 
exerceram efeito repressor na atividade de glucoamilase (termo quadrático da variável 
amido A2 p=0,002 e termo quadrático da variável ureia p=0,02). Desta forma, o aumento 
da concentração destas resultou em menores atividades.  
 A adição do Fe2(SO4)3 no meio não apresentou efeito significativo (p<0,05) na 
produção de nenhuma das enzimas, porém a interação desta variável com as demais foi 
significativa. Desta forma, todas as variáveis foram mantidas para o cálculo da ANOVA 
(Tabela 15).  
 
Atividade enzimática (U·mL-1) 
Ensaios α-amilase Glucoamilase 
1 1,40±0,01 0,00±0,08 
2 1,47±0,28 0,00±0,05 
3 4,59±0,03 0,67±0,08 
4 4,12±0,01 0,77±0,13 
5 1,71±0,13 2,71±0,44 
6 1,85±0,12 1,75±0,11 
7 5,04±0,55 0,63±0,30 
8 5,09±0,08 1,97±0,12 
9 1,64±0,22 0,81±0,07 
10 5,00±0,27 0,33±0,10 
11 0,30±0,01 1,19±0,80 
12 4,87±0,16 3,39±0,40 
13 4,38±0,01 4,07±0,88 
14 5,26±0,04 4,88±0,41 
15* 5,97±0,12 4,04±0,42 
16* 5,16±0,14 4,64±0,35 




TABELA 15 - ANÁLISE DE VARIÂNCIA (ANOVA) DO MODELO QUADRÁTICO PARA A PREDIÇÃO DA 
PRODUÇÃO DE α-AMILASE E GLUCOAMILASE. a SOMA DE QUADRADOS; b GRAUS DE LIBERDADE; 
c QUADRADO MÉDIO; d F-RATIO= IMPORTÂNCIA DO MODELO (REGRESSÃO/ RESIDUAL). 
 Produção de α-amilase  Produção de Glucoamilase  
Fonte de 
variação Ss 
a Df b Ms c F ratio  Ss a Df b Ms c F-ratio  
Regressão 48,96 3 16,32 62,86 40,92 3 13,64 17,68 
Residual 3,37 13 0,26  10,03 13 0,77  
Falta de Ajuste 2,52 5 0,50 1,19 9,78 5 1,95 15,80 
Erro Puro 0,84 2 0,42  0,24 2 0,12  
Total 52,34 16   50,95 16   
 
R2 = 93,55; F0,95; 3; 13 = 3,41;  
p-value= 5,39E-08 
Fcal,5;2= 19,29 
R2 = 80,31; F0,95; 3; 13 = 3,41;  
p-value= 7,14E-05 
Fcal,5;2= 19,29 
De acordo com a Análise de Variância (ANOVA), 93,55 e 80,31% da variação (R2) 
da atividade de α-amilase e glucoamilase, respectivamente, foram explicadas pelo 
modelo. Segundo Haaland (1989), para processos biológicos, modelos que apresentem 
o R2 > 80 são adequados, devido as variações inerentes ao processo.  Além disso, o 
Fcalculado para regressão foi significativo (F calc≥ Ftabelado) e a Falta de ajuste não 
apresentou significância, mostrando que o modelo tanto para atividade da α-amilase 
como glucoamilase se ajusta de forma adequada aos dados experimentais, podendo ser 
gerada a equação de cada modelo (Eq. 2) e as superfícies de resposta.  
A produção de α-amilase (ZA, Eq. 14) e de glucoamilase (ZG, Eq. 15) em U·mL-1 
poderiam ser previstas pelas seguintes equações dos modelos abaixo. Os modelos são 





A= concentração de amido (g·L-1), B= concentração de ureia (g·L-1), C=concentração de 
Fe2(SO4)3 (g·L-1). Para a confecção das superfícies de resposta, utilizou-se a interação 










FIGURA 12. SUPERFÍCIE DE RESPOSTA PARA A ATIVIDADE DE α-AMILASE (A) E GLUCOAMILASE 
(B) EM RELAÇÃO AS VARIÁVEIS INDEPENDENTES AVALIADAS NO DCCR, AMIDO E UREIA PARA 
COPRINUS COMATUS EM CULTIVO SUBMERSO. AS CONDIÇÕES DE CULTIVO ERAM pH 6,0, 28 ± 
2ºC, 120 RPM.   
(A) (B) 
Com base na Figura 12 as maiores atividades de α-amilase são obtidas nas 
concentrações de 9,00 a 36,00 g·L-1 de amido e de 1,10 a 2,69 g·L-1 ureia. Já a 
glucoamilase apresentou as maiores atividades nas concentrações de 10,00 a 25,00 g·L-
1 amido e 0,80 a 2,00 g·L-1 ureia. A produção máxima de α-amilase pode ser obtida 
usando amido 23,20 g·L-1, 1,93 g·L-1 de ureia e 0,02 g·L-1 Fe2(SO4)3, mantendo KH2PO4 
a uma concentração média de 3,00 g.L-1, com a proporção de C/N no meio de cerca de 
12:1. A atividade máxima de glucoamilase pode ser obtida no meio contendo 20,70 g·L-
1 de amido, 1,46 g·L-1 de ureia e 0,011 g·L-1 Fe2(SO4)3, mantendo KH2PO4 a uma 
concentração média de 3,00 g·L-1 e C/N foi 13,5:1. Torres López et al. (2011), obtiveram 
para Ganoderma lucidum uma razão C/N ideal de 16,7:1. Enquanto Zaghi Junior et al. 
(2010), obtiveram para Agaricus brasiliensis uma proporção de 11:1. Embora esta estirpe 
não tenha necessidade de crescimento significativo para a produção de enzimas, 
apresentou semelhança quanto a relação C/N das outras cepas de macromicetos para 
o crescimento e produção de enzimas. 
Com base nos resultados de região ótima para a produção de cada enzima, foi 
escolhido uma condição inicial em que a resposta ZA e ZG coincidam na região ótima, 
visando a realização de um experimento para validação dos modelos obtidos (Eq. 14 e 
Eq. 15). Para a α-amilase com o meio composto de 23,00 g·L-1 de amido, 2,00 g·L-1 de 
ureia, 0,01 g·L-1 de Fe2(SO4)3, e mantendo a concentração de 3,00 g·L-1 de KH2PO4 foi 
obtido 5,93 U·mL-1 de atividade. Para a glucoamilase, com o meio composto por 23,00 




concentração média de 3,00 g·L-1 foi alcançada a atividade de 4,31 U·mL-1. Estes 
resultados não diferiram estatisticamente das atividades previstas pelo modelo (α-
amilase=5,95 U·mL-1 e glucoamilase=4,28 U·mL-1) pelo teste de Tukey a 95% de 
confiança. 
Sethi e Gupta (2015) otimizaram as condições do meio de cultura para a produção 
de amilase por fungos como Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, entre outros, 
com atividade máxima após otimização de 0,88 U·mL-1 para Aspergillus niger. Kumar et 
al. (2014) avaliaram o efeito de alguns fatores sobre a produção enzimática de α-amilase 
utilizando Bacillus altitudinis em cultivo submerso, obtendo uma produção de 5,64 U·mL-
1 em 2 dias de cultivo. Atividade semelhante à obtida pela presente pesquisa. Isto mostra 
o potencial dos basidiomicetos para a produção de amilases. 
Com a otimização, obteve-se um aumento de 158% na atividade de α-amilase nas 
condições de seleção para a de otimização de 2,31 U·mL-1 para 5,97 U·mL-1. Por sua 
vez, a atividade enzimática da glucoamilase apresentou um aumento de 1184% em 
comparação a atividade obtida no screening (de 0,38 U·mL-1 para 4,88 U·mL-1) . 
5.3.     Cinética final para Coprinus comatus em meio otimizado 
Os resultados das cinéticas de produção de glucoamilase e α-amilase realizadas 
com os parâmetros otimizados são apresentados na Figura 13. A cada 4 horas as 
amostras foram retiradas e analisadas quanto a produção de biomassa, pH, atividade 
















FIGURA 13 - RESULTADOS DA CINÉTICA DE PRODUÇÃO DE α-AMILASE E GLUCOAMILASE POR 
COPRINUS COMATUS. PERFIL DE CONSUMO DE SUBSTRATO (CONCENTRAÇÃO DE AMIDO, g·L-
1), BIOMASSA (g·L-1), pH. AS DEMAIS CONDIÇÕES FORAM FIXADAS DURANTE O CSm: TAXA DE 
INOCULAÇÃO: 10% v·v-1; pH INICIAL=6,0; TEMPERATURA 28 ± 2ºC; AGITAÇÃO: 120 RPM. 
 
 
 A atividade máxima de α-amilase (5,84 U·mL-1, equivalente a 213 U·mg-1 de 
atividade específica) foi obtida em 48 horas de cultivo. O pH variou de 6,4 a 3,9, com pH 
de 5 em 48 horas. A biomassa variou de 0,06 g·L-1 a 0,77 g·L-1, com 0,29 g·L-1 em 48 
horas de cultivo. O amido foi consumido em 40 horas de cultivo. A produtividade em 48 
horas para esta enzima foi de 0,12 U·mL-1·h-1, os fatores para C. comatus nesse meio e 
período foi de YAX/S 0,02 g de biomassa (gdb).g-1 de substrato (gds), YAP/S de 508,34 
U·gds-1 e YAP/X de 25532,55 U·g-1. A atividade máxima de glucoamilase (8,87 U·mL-1, 
equivalente a 147,93 U·mg-1 de atividade específica) foi obtida em 44 horas de cultivo. A 
biomassa variou de 0,048 g·L-1 em 0 horas de cultivo a 0,65 g·L-1 em 80 horas com 0,28 
g·L-1 em 44 horas e o pH variou de 6,7 a 3,5, com pH de 4,8 em 44 horas e o amido foi 
degradado em 48 horas de cinética. A produtividade no pico de atividade foi de 0,20 
U·mL-1·h-1, o fator para C. comatus neste meio de cultivo e período foi de YGX/S foi de 
0,02 gdb·gds-1, YGP/S de 766,20 U·gds-1 e YGP/X de 37744,54 U·g-1. 
 A cepa estudada apresentou uma fase lag, que corresponde a fase de adaptação 
as condições do meio, até aproximadamente 18 horas de cultivo para α-amilase e 8 horas 
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deste período houve uma estabilização do crescimento da cepa nos dois cultivos, 
ocorrendo a fase estacionária. Por isso, os cálculos foram realizados levando em 
consideração a fase log. 
Sethi et al. (2014) realizaram um estudo sobre a produção de amilases por 
diferentes fungos e realizaram a cinética para a melhor cepa (Aspergillus terréus) em 
diferentes fontes de carbono (cascas de laranja, bolo de mostarda e outros). A fonte que 
resultou na maior quantidade de biomassa, aproximadamente 20 g·L-1, não apresentou 
a maior atividade enzimática. No presente estudo não houve uma alta produção de 
biomassa mas foi obtido uma atividade satisfatória, mostrando que não necessariamente 
é preciso uma grande produção de biomassa para a produção enzimática. 
A conversão de substrato em biomassa (YAX/S) para a cepa estudada no meio de 
cultivo para α-amilase em 76 h de cinética foi de 0,06 gdb·gds-,1, de substrato em produto 
(YAP/S) foi de 323,01 U·gds-1 e de biomassa em produto (YAP/X) de 4948,74 U·g-1. Por 
sua vez, para o meio de glucoamilase (YGX/S) foi 0,05 gdb·gds-1, (YGP/S) foi 192,61 U·gds-
1 e (YGP/X) 3755,92 U·g-1. Senthi et al. (2014), avaliaram os fatores de conversão de 
Aspergillus terreus para a produção de amilases em 96 h em diferentes meios submersos 
e obtiveram máximos valores de (YX/S) 0,19 gdb·gds-1, (YP/S) 25,00 U·gds-1 e (YP/X) 
2374,50 U·g-1. Apesar das condições de cultivo serem relativamente parecidos com o do 
presente estudo, a produção de biomassa foi superior para Aspergillus terreus (20 g·L-1) 
fato este que resulta em um fator de conversão de substrato em biomassa chega a ser 
7 vezes maior. Os outros fatores de conversão quando relacionados à produção 
enzimática foram maiores para C. comatus, evidenciado pela maior atividade deste em 
relação ao Aspergillus terreus (com máxima atividade de 2,50 U·mL-1). Isto pode ter 
ocorrido pela utilização de resíduos para a composição do meio de cultivo visando a 
produção enzimática. 
Os parâmetros cinéticos para C. comatus em CSm para o meio de α-amilase 
apresentaram valores máximos de μAmáx de 0,032 h-1, tempo de duplicação de 21,44 h e 
produtividade horária total de biomassa de 0,01 g·L-1·h-1. Por sua vez, para o meio de 
glucoamilase μGmáx foi 0,034 h-1, tempo de duplicação de 20,24 h e produtividade horária 
total de biomassa de 0,01 g·L-1·h-1. Estes parâmetros são importantes para o 





5.4. Caracterização do efeito do ph, temperatura e íons metálicos para a 
atividade de α-amilase e glucoamilase 
Para a caracterização das enzimas foram avaliados o pH do meio reacional, a 
temperatura de reação e a adição de íons metálicos. A caracterização das enzimas é 
importante para definir a faixa de atuação para as possíveis aplicações. A Figura 16 
demonstra a influência do pH e a temperatura nas atividades de α-amilase e 
glucoamilase. 
FIGURA 14 - ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE α-AMILASE E GLUCOAMILASE EM RELAÇÃO AO pH DO 
MEIO REACIONAL (A) E DA TEMPERATURA DE REAÇÃO (B) (N=3, ±ERRO PADRÃO).  
 (A)  (B) 
 
A atividade de α-amilase permaneceu estável na faixa de pH 4,0 a 8,0, com o pH 
ideal em 6,5, havendo um acréscimo de 4% na atividade nesse pH. Em pH 4,0 e 9,0 
ocorreu uma diminuição de até 70% da atividade. A glucoamilase manteve-se ativa de 
4,5 a 9,0, com o pico de atividade em pH 6,0. Nos pH 4,5 e 9,0 observou-se uma 
diminuição de aproximadamente 95% da atividade enzimática. De acordo com Du et al. 
(2013) o pH ideal para a atividade de amilases por Hericium erinaceum é de 4,6. 
Bernardes et al. (2014) estudaram a atividade de amilase por Rhizomucor miehei e as 
análises mostraram que o pH ideal é 5,0. Almeida et al. (2017) obtiveram o pH ideal para 
R. oryzae de 6,5 para a atividade de amilases, semelhante ao do presente trabalho. 
Kunamneni et al. (2005) observaram as melhores atividades em pH 6,0 para 
Thermomyces lanuginosus. 
A temperatura influenciou no aumento da atividade para ambas amilases a 50ºC. 
A 70ºC possivelmente inicia a desnaturação de glucoamilase e α-amilase praticamente 
















































característica encontrada também por Hernández et al. (2006) para Aspergillus niger. Os 
resultados obtidos estão apresentados na Figura 16(B). 
A glucoamilase e α-amilase apresentaram maior atividade enzimática em 
temperatura de 50 ºC. Mesma temperatura encontrada por Bernardes et al. (2017) para 
R. oryzae, Kunamneni et al. (2005) para Thermomyces lanuginosus, Jadhav e Singh et 
al. (2014) para α-amilase livre de Bacillus licheniformis, Talekar e Chavare (2012) para 
enzima livre imobilizada de α-amilase comercial, Vyas e Sharma (2015) para Bacillus 
sonorensis e Hernández et al. (2006) para Aspergillus niger.  
O pH e temperatura ideal para ambas as enzimas torna possível a aplicação 
destas na indústria de panificação para a degradação da farinha em açúcares 
fermentescíveis para a posterior fermentação por leveduras (Maarel et al., 2002). 
A influência dos íons analisados nas concentrações de 1mM, 2,5 mM e 5 mM é 
apresentada na Tabela 16. O teste de Tukey a p<0,05 de confiabilidade foi realizado 
separadamente para cada enzima. A atividade relativa para as amilases foi calculada 
levando em consideração a atividade da amostra controle (100%) em que não houve a 
adição de íons. 
TABELA 16 – ATIVIDADE RELATIVA DAS ALIMASES PRODUZIDAS POR COPRINUS COMATUS COM 
INFLUÊNCIA DOS ÍONS METÁLICOS LEVANDO EM CONSIDERAÇÃ O TESTE DE TUKEY A P<0,05 
DE CONFIABILIDADE. 1 - CaCl2.2H2O; 2 - MgSO4; 3 - CuSO4; 4 - Fe2(SO)4.7H2O; 5 - MnSO4.H2O; 
 Atividade Relativa de α-amilase (%) Atividade Relativa de glucoamilase (%) 
 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 
Contole 100a 100c 100a 100a 100a 100c 100b 100b 100b 100c 
1mM 82b 104c 99a 9d 98a 257a 196a 119b 126a 186b 
2,5mM 83b 117b 89b 93b 102a 218ab 224a 110b 62b 33d 
5mM 89ab 143a 67c 81c 100a 180b 226a 172a 67b 268a 
 
A atividade de α-amilase aumentou na presença do íon Mg2+ (2,5 e 5 mM), com o 
maior aumento em 5mM e foi reprimida por Ca2+ (1 e 2,5 mM), Cu2+ (2,5 e 5 mM) e Fe2+ 
(1, 2,5 e 5 mM). Por sua vez, a atividade de glucoamilase apresentou um aumento 
quando na presença de Ca2+ (1, 25 e 5 mM), Mg2+ (1, 2,5 e 5 mM), Fe2+ (1 mM) e Mn2+ 
(1 e 5mM), com pico de atividade em Mn2+ 5Mm e em Ca²+, e foi reprimida por Fe2+ (2,5 
e 5 mM) e Mn2+ (2,5 mM).  
No presente estudo o íon Mg2+ estimulou a atividade em 43%, este mesmo íon 
apresentou efeito positivo no estudo realizado por Vyas e Sharma (2015). Du et al. 
(2013), por sua vez, obtiveram aumento da atividade em presença de Mn2+, resultado 
observado para a glucoamilase nesta pesquisa, em que íon Mn2+ aumentou mais de 




e Rhizopus oryzae quanto a produção de glucoamilase e ambas as cepas foram ativadas 
por Mn²+. 
Segundo Nwagu e Okolo (2011), Mg2+ estimulou 136% e Ca2+ 118% a atividade 
de amilase por Fusarium sp. O íon magnésio apresentou um aumento na atividade 
semelhante ao encontrado para α-amilase em 5mM deste íon. Por sua vez, o cálcio 
apresentou maior estímulo que o apresentado no estudo anterior para glucoamilase. A 
melhoria da atividade enzimática das amilases na presença de íons como Ca2+ e Mn2+, 
pode ser baseada na capacidade que este tipo de enzima tem de interagir com 
aminoácidos carregados (LINDEN et al. 2003) 
Singh et al. (2014) observaram uma inibição de até 50,96% por Fe2+ para a 
atividade das amilases por Streptomyces sp. Por sua vez no presente estudo este íon 
inibiu a atividade enzimática em até 91%, tendo apenas a concentração de 1mM para a 
produção de glucoamilase como um incremento na atividade. A amilases relatadas em 
sua maioria apresentam dependência do íon metálico Ca2+ como estabilizador 
enzimático, característica vista para glucoamilase, que teve um aumento de mais de 
157% na atividade enzimática na presença de 1mM deste íon. Para α-amilase este íon 
mostrou-se inibitório assim como o encontrado por Singh et al. (2014) para a cepa 






5. CONCLUSÃO  
 Entre as 12 cepas avaliadas, 11 apresentaram atividade enzimática em algum 
dos tempos avaliados, sendo a cepa Coprinus comatus selecionada para a 
otimização. 
 Por meio do delineamento Plackett-Burman foram selecionados 3 fatores para 
a otimização por delineamento composto central rotacional que foram amido, ureia 
e ferro. Destes fatores apenas amido e ureia apresentaram significância no DCCR. 
       A otimização aumentou a atividade de α-amilase em 153% e de glucoamilase 
em 2234%.  
       O meio utilizado é composto por poucos nutrientes (amido, fósforo, ureia e 
ferro) e consequentemente de baixo custo, para ambas as enzimas. Desta forma 
C. comatus demonstra grande potencial para a utilização industrial pois, além do 
grande potencial produtor, também apresenta produção das enzimas de forma 
extracelular facilitando a recuperação destas.  
        A enzima α-amilase apresentou atividade máxima em 48 horas (5,84 U·mL-1, 
equivalente a 213 U·mg-1) e glucoamilase em 44 horas (8,87 U·mL-1, equivalente a 
147,93 U·mg-1).  
        Os parâmetros de bioprocesso para C. comatus em meio ideal para α-amilase 
apresentou produtividade em 48 horas de 0,12 U·mL-1·h-1, com YAX/S de 0,02 gdb· 
gds -1, com YAP/S de 508,34 U·gds-1 e YAP/X de 25532,55 U·g-1. No meio para 
produção de glucoamilase esta cepa apresentou YGX/S de 0,02 gdb·gds-1, YGP/S de 
766,20 U·gds-1 e YGP/X de 37744,54 U·g-1, com produtividade de 0,20 U·mL-1·h-1 no 
pico de atividade. 
        Para α-amilase a temperatura reacional ótima foi 50ºC e pH ideal de 6,5.  Para 
a glucoamilase a temperatura reacional ideal também foi de 50ºC, e o pH ótimo foi 
o 6,0. 
 A atividade de α-amilase apresentou um aumento de 43,16% com a 
presença do íon Mg2+. Por sua vez, glucoamilase apresentou um incremento de 





6.1.      Sugestões para trabalhos futuros 
Estudos futuros visando o incremento da produção enzimática por meio do estudo 
mais aprofundado dos fatores físicos envolvidos nos cultivos submersos, assim como 
testes utilizando resíduos agroindustriais, estudos de aumento de escala e utilizando 
diferentes modelos de biorreatores; a separação e a purificação bem como estudos do 
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ANEXO A - Curva Padrão FUWA 
 
 




























































ANEXO C - Preparo do reativo DNS 
 
Para um volume final de 500 mL, dissolveu-se 5 g de ácido 3,5-dinitrossalicílico 
em 100 ml de uma solução de hidróxido de sódio NaOH 2 M recém preparada (solução 
A). Paralelamente a este preparo, relizou-se a dissolução de 150 g de tartarato duplo de 
sódio e potássio em 250 mL, sobre aquecimento e agitação constantes (solução B). 
Mantendo as condições de aquecimento e agitação adicionou-se a solução A sobre a 
solução B, até que houvesse a completa dissolução do DNS. Logo após o resfriamento 
da solução está foi transferida para um balão de 500 mL e seu volume aferido com água 
destilada. O reagente foi armazenado em um frasco âmbar, envolto em papel alumínio 
para evitar o contado com a luz. (VASCONCELOS et al., 2013; SPIER, 2005). 
 






































ANEXO E -  Preparo do reativo de BradFord 
Em balança analítica pesar 50 mg de Coomassie brillant blue G250 e dissolver 
em 25 mL de etanol, em seguida deixar overnight. A esta solução deve-se adicionar 50 
mL de ácido fosfórico (85%), transferir de forma analítica para um balão volumétrico de 
500mL e após, completar o volume com água milli-Q. A solução deve ser filtrada duas 
vezes e mantida ao abrigo da luz (em frasco âmbar envolto por papel alumínio). 
